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Recenzja

rozprawy doktorskiej mgr farm. Michala Aleksiejczuka,

pt. ,, Wplyw aldosteronu na przepuszczalnos$¢ naczyn krwionosnych w skorze
szczura z cukrzyca”

Przedstawiona do recenzji rozprawa doktorska zostata wykonana pod kierunkiem Pani
prof. dr. hab. n. farm. Ewy Chabielskiej oraz dr n. farm. Anny Gromotowicz-
Poptawskiej, petnigcej rolg promotora pomocniczego, w Zaktadzie Biofarmacji
Wydzialu Farmaceutycznego Uniwersytetu Medycznego w Biatymstoku.

Rozprawa doktorska Pana mgr farm. Michata Aleksiejczuka podejmuje bardzo wazna
i aktualng tematyke patomechanizmu zmian, z ktérymi borykaja si¢ pacjenci z
cukrzyca, zarowno 1 jak i 2 typu. U ponad 30% chorych dochodzi do szeregu,
postepujacych w czasie zmian zwigzanych z zaburzeniami mikrokrazenia skory, takich
jak dermatopatia cukrzycowa, pecherzyca cukrzycowa, obumieranie tluszczowe skory
czy zespot stopy cukrzycowej. Zmianom tym towarzyszy lokalny stan zapalny, ktory
moze prowadzi¢ do zwigkszonej przepuszczalnos$ci naczyn krwiono$nych i wtornie
nasila¢ ich przebieg. Wiadomo, ze aldosteron poprzez aktywacje receptora
mineralokortykoidowego (MR) odgrywa znaczaca rolg w progresji zmian
remodelingowych w sercu oraz $rodblonku naczyn krwionos$nych, w przebiegu
niewydolno$ci migénia sercowego. W ostatnim czasie podkresla sie tez role
aldosteronu w wywotywaniu efektow lokalnych, m. in. w skorze, O nasuwa sugestie,



ze aktywacja zlokalizowanych tam receptorow mineralokortykoidowych moze leze¢ u
podstaw patologicznych zmian, w obrgbie tych tkanek.

Dlatego tez, podjety przez Pana mgr Michata Aleksiejczuka temat badawczy majacy
na celu odpowiedz na pytanie czy rozwoj dermatopatii zwigzanych z cukrzycg, moze
zachodzi¢ w mechanizmie zaleznym od aldosteronu i jego receptora, jest w pelni
zasadny i znakomicie wpisuje si¢ w wazny kierunek poszukiwania nowych
mozliwo$ci zmniejszenia ryzka ich rozwoju u chorych na cukrzycg¢, ma wiec istotne
znaczenie Kkliniczne.

Aby zweryfikowaé postawiong teze, Doktorant sformutowatl dwa gltowne cele
badawcze, ktore realizowal dwuetapowo. W pierwszym etapie podjat proby ustalenia
czy aldosteron 1 jego receptor biorg udzial w regulacji przepuszczalnosci naczyn
krwiono$nych skory zdrowego szczura, oraz okreslenia mechanizmu tego dzialania.
Celem drugiego etapu badan byta odpowiedz na pytanie; czy mechanizm rozwoju
zmian obserwowanych w skorze szczura z cukrzycg typu-1, indukowang
streptazocyna, jest zalezny od aldosteronu i receptora MR.

Dokonujac oceny formalnej rozprawy nalezy stwierdzi¢, ze liczaca 144 strony
dysertacja posiada uktad typowy dla prac o charakterze doswiadczalnym, na ktory
sktadajg si¢ kolejno: Czg$¢ teoretyczna/Wstep; Cel pracy; Materialy i metodyka;
Wyniki; Oméwienie wynikéw i1 dyskusja; Wnioski; Streszczenie w jezyku polskim i
angielskim; Bibliografia; Wykaz rycin i tabel. Wtasciwa czg¢$¢ pracy poprzedza strona
tytutowa, szczegdtowy spis tresci, indeks skrotow zestawiony w porzadku
alfabetycznym oraz przedstawienie dorobku naukowego Doktoranta. Catos¢ pracy
uzupetnia 41 rycin oraz 12 tabel.

Cze$¢ teoretyczna pracy (Wstep), liczaca 38 stron, zawiera trzy podrozdziaty: Uktad
renina-angiotensyna-aldosteron (RAAS); Mikrokrazenie skorne; Cukrzyca. W tej
czesci dysertacji, Pan mgr Michat Aleksiejczuk, w oparciu o starannie przygotowany
przeglad pisSmiennictwa, przedstawil jak ewaluowato spojrzenie na RAAS od
koncepcji klasycznego endokrynnego uktadu regulujgcego cisnienie Kkrwi oraz
gospodarke wodno-elektrolitowa, do bardzo ztozonej, obejmujacej nowe réwnowazace
si¢ osie tego ukladu oraz niezalezne, lokalne RAAS o charakterze parakrynnym,
zaangazowane w fizjologi¢ 1 patofizjologi¢ wielu roéznych narzadéw. Podkreslit
jednoczesnie, ze catkowite rozgraniczenie dziatania uktadu endokrynnego i uktadow
lokalnych nie jest mozliwe, gdyz obszary ich dziatania mogg si¢ wzajemnie naktadac.
Dalej Doktorant zaprezentowat aktualng wiedz¢ dotyczaca aldosteronu, jego znaczenia
w fizjologii 1 patofizjologii narzadow wynikajace z jego genomowego |
niegenomowego mechanizmu dziatania oraz receptoréw, ktore moze aktywowaé
zarowno aldosteron (receptor MR) jak i kortyzol (receptor GR), pozostajace we



wzajemne] zalezno$ci. Odnoszac si¢ do wynikoOw najnowszych badan Doktorant
podkreslil, ze efekt biologiczny aldosteronu moze by¢ tez wywotany przez tzw.
mechanizm wzajemnych oddziatywan, w ktorym na skutek pobudzenia receptorow
MR lub GR dochodzi do wspotaktywacji innych, znajdujacych si¢ w poblizu
receptorow, tj. estrogenowego, ATI, beta-adrenergicznego, receptorow czynnikow
wzrostu typu nabtonkowego, insulinopodobego czy ptytkowego.

W kolejnym podrozdziale dysertacji jej Autor nawiazujac do aktualnych zrddet
piSmiennictwa, szeroko omawia mikrokrgzenie skorne, strukture i funkcj¢ srodbtonka
naczyniowego oraz konsekwencje jego dysfunkcji, takie jak: zmniejszona zdolnos¢
fibrnolityczna 1 wazodilatacyjna oraz biodostepnos¢ tlenku azotu, natomiast
zwigkszona przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych oraz produkcja prozapalnych
czynnikow wzrostu i adhezyjnych. Jako markery dysfunkcji $rodbtonka wymienia
czynnik von Willebrand’a, rozpuszczalng forme¢ biatka 1 adhezji komorek
naczyniowych, angiopoetyne-2 1 adiponektyng. W dysfunkcyjnym $rodbtonku
obserwuje si¢ roOwniez nasilong apoptoze typu anoikis, w efekcie ktorej dochodzi do
dalszego poglgbiania si¢ zmian. Wskazujac na czynniki zwigkszajace
przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych, akcentuje znaczenie czynnika wzrostu
$rodbtonka naczyniowego, czynnika aktywujacego plytki krwi, von Willebrand’a,
cytokin prozapalnych oraz innych czynnikow wzrostu. W dalszej kolejnosci Doktorant
przedstawia rol¢ uktadu RAAs w mikrokrazeniu skornym oraz wplyw aldosteronu na
funkcje naczyn i $roédbtonka w aspekcie mechanizmu rozwoju stanu zapalnego |
dziatania prozakrzepowego.

W trzecim podrozdziale czes$ci teoretycznej dysertacji jej Autor omawia wplyw
hiperglikemii na komorki skory, srodbtonek 1 jego przepuszczalnos¢ oraz mechanizm
prowadzacy do rozwoju réznych powiktan skornych. Starannie prezentuje przeglad
literatury dotyczacy zmian w funkcjonowaniu skdérnego RAAS w przebiegu choroby
oraz wptywu lekéw modulujacych ten uktad, na skérg cukrzycowa.

Po lekturze rzetelnie opracowanej czgsci teoretycznej rozprawy nasuwa si¢
stwierdzenie, ze Doktorant dobrze zna najnowsze piSmiennictwo, o czym $wiadczy
odniesienie si¢ do 316 prac innych badaczy. Znakomicie orientuje si¢ w zakresie
podjetych zagadnien, a Szerokie ich omoéwienie, spetnia swojg role jako uzasadnienie
celu i zakresu badan, stanowiac jednoczesnie dobre wprowadzenie w podjeta tematyke
badawcza.

Kolejny rozdziat; Metodyke badan Pan mgr Michat Aleksiejczuk przedstawit na 15
stronach dysertacji. Za cenne uzupelnienie tej czesci pracy uwazam zamieszczone
ryciny i schematy (7) oraz tabele (2), ktore utatwiaja zapoznanie si¢ z przebiegiem
szeroko zaplanowanych eksperymentow. W tej czesci znajduje si¢ tez informacja o
pochodzeniu zwierzat wykorzystanych w procedurach badawczych, warunkach ich
bytowania oraz miejscu wykonania badan; Zwierzetarnia Wydzialu Farmaceutycznego



UM w Biatymstoku. Na eksperymenty wykonywane na zwierze¢tach Doktorant uzyskat
wlasciwe zgody Lokalnej Komisji Etycznej ds. doswiadczen na zwierzgtach w
Olsztynie. Natomiast nie znalaztam w pracy informacji dotyczacej liczby zwierzat
wykorzystanych do realizacji badan. Niefortunne jest tez sformulowanie, ze wszystkie
badania na zwierzetach przeprowadzono o statej porze dnia, o godzinie 9 rano.
Bardziej wtasciwe byloby podanie przedzialu czasowego niezbednego do ich
przeprowadzenia.

Doktorant w tej czeSci dysertacji przedstawit schemat pierwszego etapu eksperymentu
oceniajacego wplyw ostrej dawki aldosteronu na przepuszczalnos¢ naczyn
krwiono$nych skory szczura normoglikemicznego oraz roli receptora MR w
mechanizmie dziatania aldosteronu, po ktéorym nastgpit opis drugiego etapu
oceniajagcego zmiany przepuszczalnosci naczyn krwiono$nych skory u szczurow z
cukrzycg indukowang streptazocyna oraz rol¢ aldosteronu i jego receptora w
obserwowanych zmianach. Powyzsze uzupelit opis indukcji cukrzycy oraz
podawania substancji i pobierania tkanek do dalszych procedur.

W eksperymencie ostrym zwierzeta otrzymywaty dozotadkowo eplerenon (antagoniste
MR) w jednorazowej dawce 100 mg/kg m.c lub indometacyn¢ (antagoniste
cyklooksygenazy) w dawce 8 mg/kg m.c.; a nastgpnie po uptywie odpowiednio 30 lub
60 min dokonano u tych zwierzat $§rodskornych iniekcji aldosteronu lub jego
rozpuszczalnika. Grupe kontrolng stanowily zwierzeta, ktore otrzymywaty tg samg
droga ekwiwalentng objeto$¢ rozpuszczalnika/nosnika podawanych s$rodkow. W
eksperymencie przedhuzonym szczurom podawano eplerenon przez 10 kolejnych dni
w dawce 100mg/kg/dobe, podajac ostatnia dawke 24 godziny przed dokonaniem
iniekcji §rédskérnych i1 nastepujacych po nich procedur badawczych, na ktore sktadaty
si¢: Pomiar przepuszczalnos$ci naczyn krwionos$nych skory; Ekstrakcja mRNA oraz
analiza ekspresji metoda rt-QPCR; Pomiary st¢zenia aldosteronu w osoczu oraz w
skorze metodag ELISA; Analiza histologiczna oraz immunochemiczna oraz dodatkowo
badanie morfologii krwi i stezenia glukozy we krwi.

W celu zweryfikowania postawionych hipotez badawczych Doktorant ocenit zmiany
przepuszczalno$ci naczyn krwionosnych skory metoda Milesa z pdzniejszymi
modyfikacjami u zwierzat zdrowych, normoglikemicznych oraz z cukrzyca typu 1-go
wywolang streptozotocyng. Ponadto, metodami PCR i immunohistochemiczng
oznaczyt ekspresjc MR, dehydrogenazy 11B-hydroksysteroidowej; zapewniajacej
selektywnos¢ MR wzgledem aldosteronu, czynnikéw prozapalnych, tj. czynnika von
Willebranda 1 $rodbtonkowego czynnika wzrostu naczyn oraz biatka bton
obwodowych; zapewniajacego integralno$¢ naczyn. Istotng czgscig projektu bylo
przeprowadzenie badan histologicznych oraz immunochemicznych.



W mojej ocenie trudno zgodzi¢ si¢ z okresleniem 10 dniowego podawania zwierzetom
srodkoéw; badaniem chronicznym. W tekscie rozprawy Autor uzywa tez zamiennie
nazw roznych drog podania $rodkéw: podanie doustne lub dozotagdkowe, natomiast w
opisach rycin/schematoéw postuguje si¢ w obu przypadkach skrotem p.o.

W podrozdziale Analiza statystyczna zaprezentowano testy, kKtore wykorzystano w
celu interpretacji uzyskanych wynikéw. Normalno$¢ rozktadu danych sprawdzono
przy pomocy testu Shapiro-Wilk’a. Nast¢pnie poréwnanie pomiedzy grupami, w
ktorych uzyskano normalno$¢ rozkladu przeprowadzono przy wykorzystaniu 1-
czynnikowej analizy wariancji ANOVA, z wielokrotnym poréwnaniem post hoc z
uzyciem poprawki Bonfferoni’ego. W przypadku braku rozktadu normalnego
zastosowano test nieparametryczny Mann’a-Whitney’a.

Analogicznie do opisu metodyki badan Doktorant opisal uzyskane wyniki pierwszego
I drugiego etapu projektu badawczego. W przeprowadzonych eksperymentach
stwierdzit, iz aldosteron, w mechanizmie zaleznym od receptora MR, zwigksza
przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych skory szczura normoglikemicznego oraz
nasila egzocytoze czynnika von Willebranda z komorek s$rodbtonka naczyn
krwionos$nych skory. Zaobserwowat, ze przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych skory
moze by¢ bazalnie regulowana przez cyklooksygenaze, a efekt dziatania aldosteronu,
polegajacy na zwigkszaniu przepuszczalno$ci naczyn krwionosnych, jest zalezny od
jej aktywnosci. Ponadto, wykazat iz u szczuréw z indukowang cukrzyca, rowniez w
mechanizmie zaleznym od receptora MR, dochodzi do wzrostu przepuszczalnosci
naczyn krwionosnych skéry, ktéremu towarzyszyt wzrost stezenia aldosteronu w
skorze i osoczu oraz spadek ekspresji dehydrogenazy 11B-hydroksysteroidowej w
naczyniach krwiono$nych skory. Dodatkowo zaobserwowat w naczyniach
krwiono$nych; egzocytoze czynnika von Willebranda oraz wzrost czynnika wzrostu
srédblonka naczyniowego, co moze sugerowac lokalny stan zapalny.

Natomiast eplerenon, selektywny antagonista receptora MR zmniejszal bazalng
przepuszczalno$¢ naczyn krwionos$nych skory szczura z cukrzycg, nie zmieniajac
warto$ci tego parametru u szczurOw normoglikemicznych. Dodatkowo, lek ten
zmniejszal parametry stanu zapalnego poprzez redukcj¢ ekspresji czynnika wzrostu
srodbtonka naczyniowego w naczyniach skornych oraz hamowanie egzocytozy
czynnika von Willebranda z komérek $rodbtonka.

Analiza histologiczna oraz morfometryczna skory potwierdzita brak zmian oraz
obrzgku, po podaniu aldosteronu zaréwno U zwierzat otrzymujacych obojetny
rozpuszczalnik, jak i eplerenon.

Dodatkowa warto$¢ pracy stanowi fakt, iz Doktorant wykazat w niej po raz pierwszy
ekspresj¢ dehydrogenazy 11B-hydroksysteroidowej w naczyniach krwiono$nych skory
szczura normoglikemicznego. Ponadto, po raz pierwszy u szczurOw z cukrzycg



wykazano ekspresj¢ na poziomie biatka (badz jej brak) MR, dehydrogenazy 11p3-
hydroksysteroidowej, czynnika von Willebranda, czynnika wzrostu s$rodblonka
naczyniowego oraz obwodki zamykajacej, w poszczegdlnych strukturach skory oraz
udowodniono, ze w przebiegu hiperglikemii ekspresja MR i dehydrogenazy 11B3-
hydroksysteroidowej w skoérze jest mniejsza w poréwnaniu do zwierzat
normoglikemicznych. Natomiast zmniejszona ekspresja dehydrogenazy 11p-
hydroksysteroidowej moze znosi¢ selektywnos¢ receptora MR wzgledem aldosteronu i
predysponowaé go do wzmozonego pobudzenia takze przez glikokortykosteroidy.

Istotng czes¢ ocenianej dysertacji stanowi bardzo dobre omdwienie otrzymanych
wynikow. Autor rzeczowo podsumowat szereg przeprowadzonych eksperymentow,
dokonujac ich Kkrytycznej interpretacji. Podjat probe logicznego wyjasnienia
obserwowanych zmian, wykazujac si¢ znajomoscia ich ztozonych patomechanizmow.
Uzyskane przez Doktoranta wyniki badan poszerzaja wiedze na temat patogenezy tych
chorob i1 wskazujg na potencjalne zaangazowanie aldosteronu i receptora MR w
mechanizm ich rozwoju. Udowodnit, ze blokada tego receptora przez eplerenon
poprawia funkcje skory u szczuréw z cukrzyca.

Powigzanie patogenezy zmian skornych w cukrzycy z aldosteronem i jego receptorem
wyznacza nowy kierunek mozliwosci terapeutycznych cukrzycy, uwzgledniajacych
korzysci jakie moze wnies¢ zastosowanie antagonistow receptora MR, lekow o
ugruntowanej pozycji klinicznej. Istotng korzysc kliniczng moze tez wnies¢ dotgczenie
ich do miejscowej glikokotykoterapii dermatoz w przebiegu cukrzycy. Wyniki
uzyskane przez Pana mgr Michala Aleksiejczuka majg zatem bardzo istotne znaczenie
kliniczne i stanowig podstawe do wszczgcia obserwacji klinicznych w tym kierunku.
Warto$¢ uzyskanych wynikow recenzowanej pracy dodatkowo potwierdza fakt
opublikowania ich czg¢sci w pracy przyjetej do druku przez redakcje renomowanego
czasopisma o warto$ci wspotczynnika oddzialywania Impact Factor = 2,644, w ktorej
Doktorant jest pierwszym autorem oraz zaprezentowania na 5 zjazdach i
konferencjach naukowych o zasiggu krajowym badz migdzynarodowym.

Rozprawe podsumowuja 4 wilasciwie sformutowane wnioski, wskazujace na wartosc
poznawcza oraz kliniczng uzyskanych wynikéw. Bibliografia obejmuje 316 pozycji
literaturowych wtasciwie dobranych i umiejetnie cytowanych w dysertacji. W
znakomitej wiekszosci (304 pozycji) sa to anglojezyczne prace naukowe, a okoto
potowa z nich (151 pozycji) pochodzi z ostatnich dziesigciu lat.

Na wyroznienie zastuguja takze uktad ocenianej pracy, jej forma jezykowa i graficzna.
Dysertacja napisana jest w sposob precyzyjny, tadng polszczyzng. Nieliczne bieby
edytorskie, zwtlaszcza w bibliografii (dla przyktadu poz; 43, 133, 146, 199) nie
wplywajg na jej ocene. Rowniez pod wzgledem graficznym praca cechuje sie
staranno$cig 1 duza dbatoscig o dopracowanie niezbednych szczegotow.



Podsumowujac, rozprawa doktorska Pana mgr Michata Aleksiejczuka stanowi
podjecie istotnego z punktu praktyki klinicznej problemu naukowego, kompetentnie i
rzetelnie analizowanego w kolejnych etapach badawczych. Oceniana dysertacja
swiadczy o dobrym przygotowaniu Doktoranta do prowadzenia pracy naukowe;.
Udowadnia, ze Pan mgr Michal Aleksiejczuk wykazuje umiejetno$¢ samodzielnego
analizowania tekstow naukowych, planowania i przeprowadzania eksperymentow oraz
krytycznej interpretacji otrzymanych wynikow.

W swietle wyzej przedstawionej wysokiej oceny, na ktora nie wptynety drobne uwagi,
stwierdzam, ze praca autorstwa Pana mgr Michata Aleksiejczuka pt. ,,Wplyw
aldosteronu na przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych w skorze szczura z cukrzycgy”,
spelnia wymagania formalne stawiane pracom doktorskim, zawarte w aktualnie
obowigzujacych regulacjach prawnych.

Tym samym wnosz¢g do Kolegium Nauk Farmaceutycznych Uniwersytetu
Medycznego w Biatymstoku o dopuszczenie Pana mgr Michata Aleksiejczuka do
dalszych etapow przewodu doktorskiego w dziedzinie nauk medycznych i nauk o
zdrowiu w dyscyplinie nauki farmaceutyczne.

Jednoczesnie biorgc pod uwage wysoki poziom naukowy i wazny aspekt kliniczny
wynikow uzyskanych w ocenianej pracy, wnioskuj¢ o rozwazenie mozliwosci
wyroznienia dysertacji.
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